The IgY antibody against P. gingivalis gingipains inhibits alveolar bone resorption on rat experimental periodontitis by 鹿谷 宗司
16
神奈川歯学，49-1，16 ～ 23，2014 原　　　　著 キーワード
Porphyromonas gingivalis
IgY 抗体
ジンジパイン
緒 　 言
　Porphyromonas gingivalis（P. gingivalis） は， 黒
色色素産生性のグラム陰性嫌気性桿菌であり，歯周病
患者のポケットから高率に分離されること1–5），およ
び本菌に対する血清抗体価が歯周炎患者血清において
有意に高いこと6–8）から，歯周病発症に関わる有力な
細菌の一つとされている9）｡ P. gingivalisは，唾液成
分10），頬粘膜細胞11–13），赤血球14），フィブロネクチン
−コラーゲン複合物質15）および他の口腔細菌16）など
に付着する性質を有しており，本菌のヒト細胞への付
着は，歯周病発症の重要な第一歩であると考えられ
ている17）。更に，糖尿病，心臓血管疾患，低体重児出
産および誤嚥性肺炎などの全身疾患リスク因子とし
ても注目されている18–21）。本菌の病原因子の一つとし
て，菌体表面および菌体外に強力なプロテアーゼを産
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Abstract
Porphyromonas gingivalis has been implicated as an important pathogen in the development of adult 
periodontitis, and its colonization of subgingival sites is critical in the pathogenic process. The gingipains are cell 
surface Arg- and Lys-specific proteinases of the bacterium Porphyromonas gingivalis, which has been associated 
with periodontitis, a disease that results in the destruction of the teeth-supporting tissues. The aim of this study 
was to investigate the efficacy of egg yolk antibody against gingipains (IgY-GP) to the protection alveolar bone 
loss by P. gingivalis in rats. Rats were orally infected with P. gingivalis ATCC 33277, which was suspended in 5% 
carboxymethylcellulose. Each rat received 0.5 ml of the suspension by oral gavage. Then, the IgY-GP and the IgY-
Control in 5% carboxymethylcellulose were administered, with each rat receiving 0.5 ml by oral gavage. The upper 
jaws were used as dry specimens for measuring horizontal alveolar bone loss. The distance between the cement-
enamel junction (CEJ) and the alveolar bone crest (ABC) was measured at 14 palatal sites per rat. P. gingivalis-
infected group showed an increased distance between CEJ and ABC compared to uninfected group, indicating 
an enhanced alveolar bone loss due to oral infection with P. gingivalis. However, administered the IgY-GP group 
showed a decreased distance between CEJ and ABC compared to P. gingivalis-infected group. The IgY-GP could 
be used for the development of passive immunization against P. gingivalis-associated periodontal disease. These 
findings suggested that the IgY-GP protects P. gingivalis–induced alveolar bone loss.
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生することが知られているが，なかでもジンジパイ
ン（gingipains）は本菌の産生する主要なプロテアー
ゼであり，ペプチド切断部位特異性の異なるArg-
gingipain（Rgp） とLys-gingipain（Kgp） が 存 在 す
る22–24）。これら２つの酵素は，宿主細胞に傷害を与え
歯周病に関連する種々の病態を生み出すと考えられて
いる。ジンジパインは単量体として菌体細胞外に分泌
されるだけでなく，外膜上では血球凝集素やヘモグロ
ビン結合タンパク質，LPS，リン脂質と結合した高分
子複合体としても存在することが知られている。
　慢性歯周炎の原因菌がP. gingivalisであることは
多くの臨床的，実験的研究から明らかにされている。
我々の研究室においてもP. gingivalisをラット口腔
に接種することにより歯槽骨の吸収を惹起する実験
的歯周炎を用いて，P. gingivalisの病原因子の解析を
行なってきた25）。本研究においては，P. gingivalisの
産生する酵素であるジンジパインに対する鶏卵抗体	
（Immunoglobulin	Yolk；IgY）を用いて，ラット実験
歯周炎に対する骨吸収抑制効果について検討した。
材料および方法
1.　供試菌株および培養条件
　P. gingivalis	33277株は，ブレインハートインフュー
ジョンブロス（BHI,	Difco,	Detroit,	MI,	USA）にイー
ストエキストラクト（5 mg/ml），ヘミン	（5 μg/ml）
およびビタミン	K1	（0.5 μg/ml）を添加した培地（以
下BHI液体培地）もしくは5％ヒツジ脱繊血を含む
BHI血液寒天培地（以下BHI血液平板）を用いて嫌気
条件下（5%	CO2,	10%	H2,	85%	N2）37ºCで培養した。
2.　IgY-ジンジパイン抗体
　IgY-ジンジパイン抗体（IgY-GP）は，株式会社イー
ダブルニュートリション・ジャパンより分与を受け
た。IgY-GPの作製は，White	Leghorn種の鶏（HyLine	
W36種５カ月齢）にジンジパイン抗原（1 mg/ml）を
接種して初回免疫から８週間後に追加免疫を行なっ
て，卵黄抗体のピークにあたる追加免疫より２週間後
に採卵したものを乾燥粉末にした26）。コントロール鶏
卵抗体（IgY-Control）は，P. gingivalis非感作の鶏卵
から作製し，同様に調製したものを用いた。
3.　IgY-GPによる増殖および酵素活性への影響
　BHI液体培地にIgY-GP粉末を最終濃度1%になるよ
うに添加した培地にIgY-GP無添加BHI液体培地で一
昼夜37ºCで嫌気培養した菌液を1/100量添加した。コ
ントロールとして最終濃度1%のIgY-Controlと鶏卵
抗体無添加培地を用いて同量の菌液を接種して培養し
た。各試験管を嫌気条件下（5%	CO2,	10%	H2,	85%	N2）
37ºCで培養し，細菌の増殖状態を経時的に吸光度計
（Spectrophotometer	DU	800,	Beckman	Coulter,	Brea,	
CA,	USA）により550 nmの波長で培地の濁度を測定し
た。トリプシン様酵素活性27）は，トリプシン様酵素の
合成基質であるN-α-Benzoyl-L-arginine-ρ-nitroanilide	
（BApNA）	（Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA）0.1%
溶液50 μ lと50 μ lの0.2 Mトリス塩酸緩衝液（pH 7.8）を
混和した反応溶液にP. gingivalis培養菌液の培養上清
50 μ lを加え37ºCで20分間反応させた後，50 μ lの20%酢
酸を加えて反応を停止した。遊離したp-nitroanilineを
波長405 nmで吸光度計（Spectrophotometer	DU	800,	
Beckman	Coulter,	Brea,	CA,	USA）により計測した。
測定値を抗体無添加培地で培養した値に対する百分率
で算出した。
4.　P. gingivalis菌体の凝集反応
　IgY-GPによるP. gingivalis菌体の自家凝集性を確
認する目的で，一昼夜培養した菌液を15,000 rpmで１
分間遠心集菌した菌体をPBSで洗浄後，吸光度1.0	（OD	
550 nm）に調整したP. gingivalis菌体浮遊液50 μ lと
等量の2%	IgY-GPを混和し，室温で５分間静置して
菌体凝集を観察した。
5.　細胞への付着性
　ヒト口腔由来の類上皮癌細胞（KB）28）を用いてP. 
gingivalisのヒト口腔由来細胞への付着性を検討した。
ヒト歯肉上皮細胞は，200 mM	L-グルタミンを含む
イーグルの最小必須培地（MEM;	GIBCO,	Renfrews-
hir,	United	Kingdom）を用いて24穴プレートで5%	
CO2	環境下37ºCにより培養した。P. gingivalis菌体は，
BHI液体培地で培養後PBSにて洗浄して109 CFU/ml
に調整した。IgY抗体を最終濃度0.002%，0.02%，0.2%，
2%になるように菌液に添加して60分間放置後，抗体
を作用させたP. gingivalis菌液を105 cells/mlに調整
した培養ヒト歯肉上皮細胞に10 μ l加えて37ºCで90分
間保温して細菌を付着させ，PBSで２回洗浄後滅菌蒸
留水を1 ml加えて細胞を破壊して細胞に付着した細
菌数をBHI血液平板に塗抹して付着細菌数を測定し
た。ヒト歯肉上皮細胞へ作用させた菌数に対して歯肉
上皮細胞へ付着した菌数から付着率を算出した。
6.　感染実験
　P. gingivalisの感染実験は，生後３週齢のSprague-
Dawley系のSPFラット（日本エスエルシー，静岡）
を用いて１群６匹として行なった（図1）。健康状態
を観察後，イオン交換水中に最終濃度1 mg/mlのスル
ファメトキサゾールと200 μg/mlのトリメトプリムを
混合したものを飲料水として１週間与えて口腔常在菌
を減少させた後，３日間抗生物質を含まないイオン交
換水を与えて口腔内に残存した抗生物質を除去した。
その後，PBSで作製した5%カルボキシメチルセルロー
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ス（Sigma	Chemical，	St.	Louis,	MO，USA）溶液で
調整したP. gingivalis菌体浮遊液（109 CFU/ml）を一
日毎に３回，ラット口腔内へ直接接種した。コントロー
ル群には5％カルボキシメチルセルロース溶液のみを
与えた。すべてのラットは，食事，飲料水を自由に摂
取できるようにし，温度23ºC，湿度60％および明暗
12時間のサイクルの環境下で飼育した。最終接種日
より46日目にすべてのラットをエーテル麻酔下で断
頭瀉血により屠殺した。
　抗体投与は，最終濃度が1%となるように5％ CMC
溶液で調整し，P. gingivalis接種開始１日前を含む，
計４回行った。尚，P. gingivalis接種時においては，P. 
gingivalis接種10分後に抗体投与を行った。
7.　歯槽骨吸収の評価
　歯槽骨の吸収量は，上顎臼歯部のセメントエナメル
境から歯槽骨頂までの距離を両側14個所測定して行
なった。頭蓋骨を２気圧下で10分間加熱後3％次亜塩
素酸ナトリウム溶液に浸漬して軟組織を除去後，1％
メチレンブルー溶液で歯槽骨を染色乾燥させた試料を
実体顕微鏡で40倍の倍率で測定した。14個所の測定
値を平均して個体当たりの骨吸収量とし，それぞれ６
匹分の平均値を実験群の骨吸収量としてミリメートル
で表し平均値と標準偏差（SD）を求めた。
8.　統計学的分析
　統計分析は，StatView	for	Windows（Version	5.0，
SAS	Institute，Cary，NC，USA）を用いてBonfer-
roni/Dunn	にて行なった。尚，統計学的有意水準は
5%未満とした。
結 　 果
1.　IgY-GPによる増殖抑制および酵素活性抑制効果
　IgY-GPの作用を確認するために，まずP. gingivalis
の培養への影響を検討した。抗体無添加の培地での増
殖に比較して，IgY-GP添加培地で培養した場合に明
らかな増殖抑制傾向が認められた（図2）。24時間後
における細菌濁度は，抗体無添加培地ではOD	0.9に
対して1%	IgY-GP添加培地ではOD	0.43であった。こ
の値は，抗体無添加培地で培養した場合の約12時間
後に相当する値であった。
　グラフの傾きが明らかに異なることから，IgY-GP添
加によりP. gingivalisの増殖に対する抑制効果のある
ことが判明した。尚，コントロールとして用いた1%	
IgY-Controlの24時間後の濁度はOD	0.73であった。こ
の結果から，P. gingivalisを免疫していないIgY抗体
においてもP. gingivalisの増殖に影響を与えていた。
　興味深いことに24時間培養後の試験管を観察する
と抗体無添加とIgY-Control添加培地では菌液が均一
に培養されているのに対して，IgY-GP添加培地でP. 
gingivalisを培養すると菌体の沈殿が観察された（図
3）。24時間経過した時点での細菌増殖とトリプシン
様酵素活性の比較を表1に示す。P. gingivalisの増殖
に関しては1%	IgY-GP添加で47.8％に抑制され，1%	
IgY-Control添加では，80.6%に抑制されていた。この
時点でのトリプシン様活性についてもそれぞれ40.8%
と91.6%に抑制されていた。IgY-GPがP. gingivalis	
のジンジパイン特異であることから菌体凝集性を検討
した（図4）。その結果，菌体をPBSで洗浄した菌体
浮遊液に2%濃度のIgY-GPを作用させたところ，５
分後に菌体の凝集塊が確認された。
図2　IgY-GPによるP. gingivalis増殖への影響
IgY-GPを添加した培地で発育させることにより，IgY抗
体無添加液体培地での増殖に比較して増殖遅延が認められ
た。
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図1　ラットによるP. gingivalis感染実験スケジュール
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2.　P. gingivalis菌体の凝集反応
　この現象は，IgY-GP添加培地で培養した時に菌
体が沈殿する理由の一つと考えられた。尚，IgY-
Controlでは細菌凝集が観察されなかったことから，
菌体凝集はP. gingivalisに対する特異抗体の作用であ
り，鶏卵抗体の他の成分による凝集ではないことが判
明した。
3.　培養ヒト歯肉上皮細胞への付着性 
　IgY-GPによるヒト歯肉上皮細胞への付着阻害効
果を検討した。P. gingivalisのヒト歯肉上皮細胞へ
の付着は，IgY-GPをP. gingivalis菌体に作用させた
後，ヒト歯肉上皮細胞へ付着させた。IgY抗体を作用
させずにヒト歯肉上皮細胞へ付着させた場合は，P. 
gingivalis菌体付着率は0.57%であり，IgY-GPの事前
処理により細胞への付着率増加が確認された。0.002%
から0.2%までは濃度依存的に付着率が増加し，0.2%
で最大付着率となった。抗体濃度2%で細胞への付着
率は5.48%に減少し，0.02%濃度と同程度の付着率で
あった。2%	IgY-Controlにおいても付着率2.26％と抗
体を作用させない条件に比較して細胞への付着率が増
加した（表2）。
図4　IgY-GPによるP. gingivalis菌体の凝集反応
P. gingivalis	ATCC	33277株菌体を用いて凝集反応を確認
した。PBSとIgY-Controlでは，細菌凝集は認められず，
IgY-GPでは明らかな凝集塊が確認された。
図3　P. gingivalis	培養後の状態
IgY-GPを添加した培地で24時間培養後，P. gingivalis菌
体が沈殿することが観察された。
PBS IgY-GP IgY-Control
表2　P. gingivalis	菌体のヒト上皮細胞への付着率
Antibody Adherence	（%）
None 0.57
2%	IgY-Control 2.26
0.002%	IgY-GP 3.12
0.02%	IgY-GP 4.14
0.2%	IgY-GP 11.2
2%	IgY-GP 5.48
表1　 IgY抗体による増殖とトリプシン様酵素活性の抑制
効果
Antibody Growth	（%）Trypsin	activity	（%）
P. g 100 100
P. g+IgY-GP 47.8 40.8
P. g+IgY-Control 80.6 91.6
図5　IgY-GPによるラット歯槽骨吸収の抑制
ラット上顎臼歯部のセメントエナメル境から歯槽骨頂まで
の距離を両側14個所測定した値を平均して個体当たりの骨
吸収量とし，各群６匹の平均値を実験群の骨吸収量として
平均値と標準偏差（SD）を求めた。グループBの歯槽骨吸
収はグループAに対して有意に認められP. gingivalis感染
による骨吸収の増大が確認された（P<0.01）。	P. gingivalis
感染+IgY-GP投与群であるグループDは，P. gingivalis感
染群であるグループBに比較して有意な骨吸収抑制効果が
認められた（P<0.01）。*,	P<0.05；	**,	P<0.01.	A,	非感染群；
B,	P. g感染群；	C,	P. g感染+IgY-Control投与群；D,	P. g
感染+IgY-GP投与群．
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4.　ラット実験的歯周炎に対する歯槽骨吸収抑制効果
　ジンジパインに対するIgY抗体による歯周炎への影
響を検討するため，ラットを用いて実験的歯周炎にお
ける歯槽骨吸収抑制効果を検討した。P. gingivalis感
染群（0.043±0.013 mm）（B）は，非感染群（0.032±
0.014 mm）（A）に比較して顕著な歯槽骨吸収が認め
られた（P<0.01）。P. gingivalis感染+IgY-GP投与群
（D）は，P. gingivalis感染による骨吸収0.43±0.013 mm
から0.31±0.007 mmに減少し，有意な歯槽骨吸収量抑
制効果が認められた（P<0.01）（図5）。P. gingivalis
感染+IgY-Control投与群（C）における歯槽骨吸収
抑制は確認できたものの有意差は認められなかった。
ま た，P. gingivalis感 染 後 のIgY-GP投 与 群 とIgY-
Control投与群とを比較した場合には有意差が認めら
れ（P<0.05），IgY-GPがP. gingivalis感染により生じ
る歯槽骨吸収を抑制することが確認された。
考 　 察
　 本 研 究 は，P. gingivalisジ ン ジ パ イ ン に 対 す る
IgY抗体を用いたラット実験的歯周炎に対するP. 
gingivalis感染による歯槽骨吸収抑制効果を検討した
ものである。これまでの歯周病治療は，口腔内の細菌
数を減少させるため，主として口腔清掃に主眼を置き，
従来からのブラッシングが中心である。歯周病予防の
新たな試みとして，歯周病原菌の病原因子をターゲッ
トとした歯周病ワクチンの開発が行われている。既に，
我々は，P. gingivalisの外膜タンパク質である40-kDa
のタンパク質に対するヒト型抗体を用いて，ラット実
験的歯周炎モデルにより歯周病に対する効果を検討
し，ラット歯槽骨吸収抑制効果について報告してい
る25）。受動免疫療法は，異種生物等で作製された抗体
を用いて病原体の病原性を中和する免疫学的方法であ
る。この受動免疫療法の特徴は，生体に直接抗原を投
与しないため安全性が高いと考えられている。特に鳥
類では，親鳥の獲得免疫を鶏卵へ移行し，卵黄抗体と
して蓄積されることから，鶏卵を用いることにより簡
便かつ安価に製造が可能である29）。
　更に，IgY抗体は，哺乳類で得られない抗原に対す
る特異抗体の産生30），ヒトの補体31）やリウマチ因子32）
と反応しないという優れた性質があることが報告され
ている。
　これまでに歯科領域では，歯周病やう蝕に対する受
動免疫研究が報告されている33–38）。鶏卵中のIgY抗体
は遺伝子組換えや屠殺を行う必要がないうえ，１個の
鶏卵から40 mg以上のIgY抗体が精製できるため，他
の免疫療法に対して安価に応用できる利点がある39）。
IgY抗体を用いたStreptococcus mutansを対象とした
受動免疫に関する報告から40–42），歯周病原細菌に対す
る応用が十分可能な免疫療法であると考えられる。
　ジンジパインは，P. gingivalisの産生するタンパク
分解酵素活性の大部分を占める病原因子として最も
重要なタンパク分解酵素であり43），宿主タンパク質を
分解し，本菌の発育増殖に不可欠な因子である。ま
た，宿主サイトカイン44, 45）および補体機能の不活性
化 46, 47），CD14などのマクロファージレセプター48,	49）
やCD4，CD8のようなT細胞レセプターを破壊し50），
宿主防御機構を破綻させてP. gingivalisの口腔内定着
と増殖に重要な役割を果たしていると考えられてい
る。
　今回，ジンジパインを抗原としたIgY抗体のラット
実験的歯周炎に対する効果を判定した結果，明らかな
歯槽骨吸収の抑制効果が認められた（図5）。
　P. gingivalis感染による歯槽骨吸収をIgY-GP投
与により抑制した理由として，IgY-GPの作用でP. 
gingivalisの増殖抑制と酵素活性が抑制され，さらに
菌体凝集により貪食細胞によるP. gingivalisの排除
が効果的に行われたものと考えている。IgY-GPがP. 
gingivalisの増殖に対して抑制的に働く効果が認めら
れ，酵素活性についても細菌の増殖抑制効果が得られ
たことからトリプシン様酵素活性も抑制された（表
1）。IgY-GP添加によるP. gingivalisの増殖抑制効果
については，今後の詳細な検討が必要であるが，ジン
ジパインによる培地中のタンパク質を栄養源として取
り込む過程においてIgY-GPがP. gingivalisの産生す
るジンジパインの働きを抑制し，培地中の栄養を十分
に取り込めずに分裂増殖が阻害されたと考えられる。
また，IgY-GPがP. gingivalis由来のジンジパインに
対する特異抗体であることから，P. gingivalis菌体の
凝集効果が認められた（図4）。この結果は，ヒト歯
肉上皮細胞への付着効果を検討した結果（表2）にお
いて，IgY-GPの作用で菌体が凝集した状態で細胞へ
付着した結果としてP. gingivalis菌体の付着量が濃度
依存的に増加したものと考えられる。尚，ヒト歯肉上
皮細胞への付着において，2%で5.48%に付着量が減
少した理由として，抗原抗体反応の最適濃度が原因し
ていると考えている。今回の研究結果において，P. 
gingivalis菌体に抗体を60分間作用後にヒト歯肉上皮
細胞へ付着させていることから，ヒト歯肉上皮細胞へ
の付着量の増加が認められたものと考えている。P. 
gingivalis	の初期付着には，菌体表層の線毛が重要で
あり11–13），細胞への付着性に関しては線毛タンパク質
を抗原とした抗体がより有効に作用するのかもしれな
い。
　ピロリ菌感染において，同菌のウレアーゼに対する
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鶏卵抗体を含むヨーグルト摂取により，胃内のピロリ
菌が有意に減少することが報告されている51），鶏卵抗
体が対象となる病原菌に対して有効に作用し，阻害作
用や凝集作用により菌数が減少するものと推測され
る。本研究結果から，IgY-GPがP. gingivalis誘発歯
槽骨吸収の抑制に効果を発揮したことは，歯周病にお
けるP. gingivalisの重要性を再確認し，免疫学的口腔
ケアの可能性に対する確証を得るとともに鶏卵抗体が
歯周病に対して効果的に作用する可能性が示唆され
た。
結 　 論
1．IgY-GPは，P. gingivalisの増殖に対する抑制効果
が認められ，培養上清中のトリプシン様活性を抑制
した。
2．IgY-GP添加により，P. gingivalis菌体の凝集塊が
確認された。
3．IgY-GP添加により，P. gingivalisの凝集に伴って，
ヒト歯肉上皮細胞への付着率が高まった。
4．IgY-GPをラット口腔へ投与することにより，P. 
gingivalis感染による歯槽骨吸収の抑制効果が確認
された。
　以上の結果から，P. gingivalisの産生するジンジパ
インに対する鶏卵抗体は，歯周病に有用な受動免疫療
法になり得ることが示唆された。
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